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La pr§sente invention a pour objet un nouveau materi.au 
capable de fixer de fagon reversible des antigenes , ainsi que 
leur procede de preparation. 

On a deja propose dans la demande de brevet frangais N° 
76.23176 de fixer par reticulation des antigenes ou des anticorps 
3. la surface du diethylaminoethyldextran ou de tout autre poly-, 
saccharide cationigue lui-meme reticule tapissant la surface d'un 
support mineral poreux. 

< La presente invention constitue une methode plus simple pour 
revStir des supports mineraux poreux d'une couche d'anticorps 
solidement et def initivement fixee. 

Contrairement 3 la plupart des autres proteines ou anti- 
genes, les anticorps pr§sentent une affinitg forte et spontanie 
pour la silice et pour d f autres supports mineraux poreux a carac- 
tere electronegatif . Cette af finite naturelle n'est pas seulement 
de nature eiectrostatique, car il est trfcs difficile d'eluer les 
anticorps ainsi adsorbes meme par variation de force ionique ou 
de pH. On a maintenant decouvert que la couche intermediaire de 
DEAE Dextran en surface de la silice, qui etait necessaire pour 
attirer puis reticuler des antigenes r n'est pas indispensable 
pour la fixation des anticorps. 

L f immobilisation d'anticorps selon le precede de 1" invention 
sur des silices ou supports mineraux poreux vierges, non trans- 
formes chimiquement n'a jamais ete decrite. En effet generale- 
ment, une premiere couche d • impregnation par des silanes amines 
notamment le gamma-aminopropyltriethoxysilane etait reput§e 
necessaire et semble avoir §t§ tou jours utilisge. On a decouvert 
de fagon surprenante que cette couche est inutile et meme nefaste 
car elle diminue l'af finite naturelle des anticorps pour la 
surface du support mineral poreux. 

Les anticorps I fixer sur le support mineral poreux peuvent 
fitre prepares de fagon classique en iramunisant des animaux avec 
une preparation antigenique et en isolant ulterieurement les 
anticorps formes selon les mithodes connues. 

La presente invention a pour objet un materiau solide poreux 
utilisable dans des colonnes de s§paration chromatographique 
caracterise par le fait qu'il est constitue par un support mine- 
ral poreux revetu directement par une couche d'anticorps adsorbes, 
ladite couche d'anticorps adsorbes etant 3 l'Stat reticule. La 
reticulation, qui a pour but de stabiliser la couche d'anticorps 
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est ef feature selon les methodes connues . 

L f invention a egalement pour objet un proc§d§ de preparation 
du matexiau de l f invention, ce procSdS etant caract€rise par le 
fait que 1 1 on fait passer dans une colonne contenant le support 
m1n6ral poreux une solution d ' ant i corps jusqu'd saturation homo- 
gSne du support mineral poreux, puis que I'on fait passer dans la 
colonne une solution d v agent rSticulant et laisse 1* agent r§ti- 
culant en contact avec le support rev€tu d'anticorps pendant un 
temps suffisant pour que la reticulation se produise. 

Selon tin mode de realisation pr€fer6 r on rince la colonne 
avec une solution tampon avant de faire passer la solution 
d' agent rSticulant. 

Le support mingral poreux peut etre constitue par exeraple 
d'un oxyde mitallique tel que la silice, I'alumine, la magngsie, 
un oxyde de titane ou leurs derives synthetiques ou naturels tels 
que les verres, les silicates, les borosilicates , le kaolin, 
etc* . . 

Le support mineral poreux doit avoir une porosite contrOlee 
bien d§finie. La surface interne du support est de preference 
inferieure ou egale a 100 m2/g et en particulier comprise entre 5 
et 80 m2/g. Le diametre moyen des pores doit etre superieur ov 
egal I 25 nm et en particulier compris entre 50 et 1.000 nm. 

L 9 agent r§ticulant peut Stre tout agent habituellement uti- 
lise pour reticuler les molecules de proteines. On peut utiliser 
notamment des derives bifonctionnels tels que des derives dicar- 
bony les, des halohydrines, des di€poxydes, etc.*. On peut uti- 
liser notamment le glutar aldehyde , le 1,4-butanedioldiglycidyiether, 
l'epichlorhydrine, 1 f epibromhydrine , ou un diepoxyde de formule : 

CH- - CH - R A - ft - R_ - CH - CH 0 

V 6 v 2 

dans laquelle R g est un alkyle ayant de 1 I 20 atomes de carbone, 
de preference un alkyle inferietir ayant de 1 a 4 atomes de carbone 
et R^ et Rg representent une chaine hydrocarbonee ayant 1 a 
10 atomes, de preference un radical alkyl^ne inferieur ayant 1 a 
4 atomes de carbone. 

L' invention a §galement pour objet l 1 application des mate- 
riaux poreux revStus d'anticorps a la separation d f antigenes ou a 
la purification de solutions contenant des antigenes . 

Cette application est caracterisee par le fait que I'on 
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reaMse me coloztne chromatographigue a l'aide du materiau paxeux 
revetu d' anticorps, que 1* on fait passer dans cette colonne une 
solution contenant de l'antigene correspondant a l'antlcorps fixe 
sur le matSriau poreux, et que, si.desir€, on Slue 1'antigene 

5 selon les methodes usuelles. 

Pour dissocier le complexe choleragene-anticorps , on salt 
que l'on peut opSrer par elution avec une solution tampon acide, 
ou en prisence d'une forte concentration en urge, en guanidine, 
en iodure (par exeraple iodure de sodium) , eh thiocyanate (par 

10 exemple SCNK) ou en presence d'autres agents chaotropiques ou 
denaturants. 

Grace a cette application, on peut par exemple effectuer les 
operations suivantes : 

- prlparer une solution d'antigenes purifies pouvant servir 
15 a la preparation d'un vaccin ; 

- debarrasser une solution de toute trace d'un antigene 
determine ; 

- preparer ensuite des anti-serums vis-a-vis de ces deux 
types de solutions. 

20 Les exemples suivants illustrent 1» invention sans toutefois 

la limiter. ... ' 

EXEMPTS 1 - Fixation des anticor ps- antitoxine cholgriaue 
Preparation des anticorps 

De maniere classigue ces anticorps sont prepares en immu- 
25 nisant des animaux (lapins, moutons, chevres ou chevaux par 

exemple) avec une preparation de toxine chdlSrique de prgfgrence 
purifiee. 

a) une premiere mSthode consiste a hyperimmuniser des ani- 
maux avec une solution de choleragene purifig, preparee selon la 

30 mithode de FINKELSTEIN et distribuee sur demande par le National 
Institute of Health aux Etats-Unis ou commercialisee par la firme 
amgricaine SCHWARTZMAN. 

b) une deuxieme mSthode consiste a hyperimmuniser des ani- 
maux avec de la toxine cholirique purifiee par chromatographic 

35 d'af finite biospScif ique . 

c) une troisieme mgthqde consiste a hyperimmuniser des 
animaux avec un vaccin a base de toxine cholerique. 

d) une quatrieme mgthode consiste a hyperimmuniser des 
animaux avec du filtrat de culture de vibrions cholerigues. 

40 Dang cette quatrieme mgthode (et eventuellement dans chacune 
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des trois autres, si la preparation de toxine cholirigue n«est 
pas absolument pure) , les animaux synthgtiseront des anticorps 
dlriges contre les autres proteines et antigenes du filtrat de 
culture, pu contre les impuretes evehtuellement prSsentes dans 
5 les preparations de toxine utilisSes. 

Un procSde tres simple a mettre en oeuvre permet d»61imlner 
tous les anticorps indesirables autres que les anticorps spici- " 
fiquement dirigSs contre la toxine cholerique. 

En effet par chromatpgraphie d'af finite biospecifigue suf 
lO des supports revfitus de ganglioside 6^ ou de lysoganglioside 
Si' 11 est facile de preparer un filtrat de culture de vibrions 
choleriques completement debarrasse de toxine cholerique, car la 
toxine cholerique est la seule proteine 3 se fixer sur le gan- 
glioside G^ etde ce fait se trouve selectivement elimin§e. 
15 II suffit alors de mglanger dans des proportions convenables 

la solution du melange de gammaglobulines non spScifiques obtenu, 
avec la solution de filtrat de culture dibarrasse de toxine cho-' 
lerique. Apres incubation de 1 h 3 20°C et de 15 h I +4°C, les 
anticorps parasites sont tous neutralises et prScipites par les 
20 antigenes correspondants du filtrat de culture sans toxine chole- 
rique.. Apres centrifugation et filtration de la solution ainsi 
purifiee, les gammaglobulines contenant les anticorps spScifique- 
ment diriges contre la toxine cholerique sont prScipitees par 
addition d'une solution a 300 g/1 de sulfate d'ammonium a pH 6,8. 
25 Le prScipitg obtenu est rgcolte par centrifugation, dissous en 
tampon phosphate o,025 M pH 6,8 et dialysS contre le meme tampon. 
Apres chromatographie d'echange d'ions sur Sphgrosil ImprSgnS de 
DEAE Dextran (selon la demande de brevet francais N° 73.23176) 
dans ce meme tampon, un pic non adsorbe sort directement de la 
30 colonne et repr€sente les gammaglobulines a activitg spgcifique 
antitoxine cholerique? ce pic peut gventuellement etre concentre 
par ultrafiltration et f iltrg stgrilement pour etre conserve 
avant le stade de fixation sur support mineral. Dn controle tres 
simple en immunodiffusion permet de verifier que cette prepara- 
35 tion d'anticorps antitoxine chol€rique donne une ligne de precipi- 
tation avec le filtrat de culture normal et que cette ligne de 
precipitation n'existe pas avec le filtrat de culture debarrasse 
de toxine cholerique. Ceci montre bien la sp€cificite des anticorps 
antitoxine cholerique ainsi prepares. 
40 Les supports revetus de ganglioside de lysoganglioside 
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peuvent etre prepares de la f agon suivante : on effectue un 
revfitement d'un support mineral poreux par un polyro&re polysac- 
charidique ou par un polysaccharide modifie (par exemple amine) , 
on effectue si ne cess aire une reticulation pour stabiliser ce 
revStement, on soumet ledit revfitement h une oxydation periodigue, 
on fait reagir le support revStu du polyraere oxyde avec le lyso- 
ganglioside 6^, puis on soumet le d§riv€ imine obtenu S 1" action 
d'un agent reducteur capable de riduire la liaison imine en 
liaison amine. 

On obtient ainsi un support sur lequel sont f ixees chimique- 
ment des molecules de gangliosides G^ ou de lysogangliosides 

G M1- 

De tels supports revfitus de gangliosides G^ ou de lysogan- 
gliosides G^ sont dScrits en detail dans la demande de brevet 
15 frangais, d§posee le m&ne jour que la pr§sente demande, et inti- 
tulee s "Nouveau materiau capable de fixer de f agon riversible 
^des macrmolecules biologiques, sa preparation et son application," 

Fixation des anticorps antitoxine cholerique sur support 
mineral poreux 

20 io g de SphSrosil XOC 005 sont months en colonne et celle-ci 

est eguilibr§e pax du tampon phosphate 0,025 M pH 6,8* La solution 
precedente d 1 anticorps est introduite dans la colonne et recyclie 
3 fois de suite pour assurer une saturation homog§ne des sites 
adsorbants de la silice. Comme la capacity de fixation est d'en- 

25 viron 40 a 60 mg d' anticorps par gramme de silice, il est bon 
d'introduire une quantite excedentaire , par exemple de 600 mg + 

10 %, soit environ 660 mg au moins de gammaglobulines dans la 
solution d r anticorps introduite dans la colonne. 

La colonne est alors rinc§e par 50 ml de tampon pour €li- 

30 miner les anticorps non adsorbes. 

RgtiouTatitra des anticorps § la surface du support 

La couche d* anticorps ainsi adsorbie est alors dSfinitive- 
ment et irreversiblement f ix€e et stabilisee par reticulation 
avec le glutaraldihyde par exemple. 

35 Ainsi 100 ml d'une solution de glutarald^hyde 1 0,5 % en 

tampon phosphate 0,025 M de pH 6,8 sont introduits dans la co- 
lonne I un d€bit de 100 ml/h. 

Apres un temps de reaction de 1 h la colonne est rinc§e par 
le tampon phosphate pour eliminer le glutarald§hyde en exces. 

40 Puis les f onctions ald§hyde encore presentes sur cette couche 
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riticulSe sont neutralisSes pendant une nuit par une solution de 
glycocolle (20 g/1) de pH 8,2. 

AprSs des lavages avec une solution agueuse d f HCl 0,1 N (ou 
NaOfl 0,1 N Sventuellement) et retour en tampon de chromatogra- 
5 phie, la colonne est alors prfite a l'emploi et doufie d f affinit§ 
biospScifique pour la toxine chol£rique. 

En suivant rigoureusement la mfime technique de fixation on 
a pr§par6 des mat§riaux poreux sur lesquels sont f ix§s respec- 
tivement les anticorps specifiques suivants : anti-albumine , 
10 anti-gainmaglobuline , anti-alpha-foeto prot§ine, anti-virus 

herpSs, anti-virus grippal, anti-virus HB g , anti-toxine t§tanique, 
anti-toxine diphterique, et de preparer grace a ces matSriaux 
disposgs dans des colonnes des solutions tr6s purif i§es des 
antig§nes correspondants • 
15 EXEMPLE 2 - Application 5 I'isolement et a la purification 
de la toxine cbol§rigue 

On sait qu'en se dSveloppant dans un milieu de culture 
ap propri§ le vibrion chbl§rique secrSte une toxine appel§e cho- 
l§rag§ne ou ent€rotoxine qui est responsable des diarrhSes pro- 
20 voqu§es chez l f bomme par ce germe. Apres centrifugation et 

filtration du milieu de culture final, il est possible d'obtenir 
un "filtrat de culture brut" contenant la toxine chol§rigue 
mSlangSe a de nombreuses autres macramolScules du milieu de 
culture initial ou secr§tees par les vibrions* 
25 La toxine cholerique se transforme partiellement et progres- 

sivement en forme non toxique appelee cholSragenoIde. Le chol§- 
ragenolde a line structure voisine de celle du chol§rag£ne, mais 
le cholSrag&ne poss§de en plus une chaine polypeptidique A res- 
ponsable de la toxicity. 
30 En passant un filtrat de culture de vibrions chol§riques 

additionn§ de 10 g/1 de NaCl sur une colonne remplie du mat§riau 
dScrit a ^exemple 1 il est facile de verifier que le chol§ragSne 
et le chol§rag§no!de s'accrochent sur le support. En effet a 
condition de rester en dessous de la capacitS maximale de fixa- 
35 tion de la colonne, le filtrat obtenu en sortie de colonne est 
complfetement dSpourvu d"activit§ toxique mesurable par les tests 
connus * 

AprSs lavage par le tampon de chromatographic pour eliminer 
les proteines non fixees, il est possible de r§cup§rer le chole- 
40 ragene et le chol§rag€noXde fixes, par §lution avec le tampon 
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citrate - acide citrxque 0,05 M pH 2,8. La d§naturation est 
apparemment n§gligeable puisque les xendements obtenus varient de 
SO a 100 %, mesurSs par les tests classJjgues de dosage de la 
toxine cholerigue . 
5 La puretS de la preparation peut fitre evaluee par chroma- 

tographic sur Sephadex G-200 {le choleragene donne un pic corres-? 
pondant a un poids moleculaire de 84 000 , le chol§ragSnoIde 
donne un pic correspondant a un poids moleculaire de 56 000) ou 
par des mSthodes imnninochimigues avec des antiserums de contr61e, 
10 (Dn antiserum anti-filtrat de culture ne possedant pas d'anti- 
corps antitoxine cholSrique ne doit pas donner de ligne de preci- 
pitation avec ces preparations purif iees) . 

Les applications possibles sont les suivantes : 

- priparer une solution de choleragene et de choleragenolde 
15 purifies pouvant servir a la preparation d'un vaccin. 

- debarrasser un f iltrat de culture de vibrions choierigues 
de toute trace de choleragene et de choleragenolde. 

" preparer ensuite des antiserums vis k vis de ces deux 
types de solutions 
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REVENDICAglONS 

1. Matg ri a u solide poreux utilisahle dans des colonnes de 
separation chramatographique, caracterise par le fait qu'il est 
constitug par un su pport mingral poreux rev£tu dlrectement par 
une couche d 'anticorps adsorbes , ladlte couche d' anticorps adsor 
bes etant stabilisge par reticulation. 

2 m Matgriau selon la revend i cation 1, caractgrisg par le 
fait que le support mineral poreux est un oxyde metal ligue tel 
que la silice , 1 f alumine , la magnesie, un oxyde de titane, ou 
leurs d§rives synthetigues ou saturels tels que les verres, les 
silicates, les borosilicates ou le kaolin* 

3. Materiau selon l'une quelconque des revendications prec§- 
dentes, caracterise par le fait que l'anticorps est choisi dans 
le groupe constitug par les anticorps anti-albumine, anti-gamma- 
globuline, anti-alpha-foeto proteine r anti-virus herpes, anti- 
virus grippal, anti-virus HB, anti-toxine tgtanigue, anti-toxine 
diphtgrique. 

4. Matgriau selon I'une quelconque des revendications 1 et 
2, caractgrisg par le fait que 1" anticorps est un anticorps anti- 
toxine cholerique. 

5. Matgriau selon l'une quelconque des revendications prgcg- 
dentes, caractgrisg par le fait que 1» anticorps est rgticulg par 
un agent habituellement utiiisg pour reticulef les molecules de 
protgine. 

6. Mater iau selon la revendication 5, caractgrisg par le 
fait que 1" agent rgticulant est un composg bifonctionnel choisi 
dans le groupe constitug par des dgrivgs dicarbonylgs , les digpo- 
xydes et les halohydrines . 

7 # Matgriau selon l'une quelconque des revendications prgcg- 
dentes, caractgrisg par le fait que 1 1 agent rgticulant est le 
glutaraldghyde . 

8. Procede de prgparation du matgriau tel que dgfini dans 
l'une quelconque des revendications prgcgdentes, caractgrisg par 
le fait que l'on fait passer dans une colonne contenant le sup- 
port mingral poreux une solution d'anticorps jusqu'l saturation 
homogene du support mingral poreux, puis que I'on fait passer 
dans la colonne une solution d' agent rgticulant et laisse 1' agent 
rgticulant en contact avec le support revgtu d'anticorps pendant 
un temps suffisant pour que la rgticulation se produise. 

9. Procedg selon la revendication 8, caractgrisg par le 
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fait que I 1 on rince la colonne avec une solution tampon avant de 
faire passer la solution d' agent r§ticulant. 

lO. Application du materiau tel que defini dans l'une quel- 
oonque des revendications 1 i 7, caract§ris§e par le fait que 
l'on realise une colonne chromatographique contenant ledit mate- 
riau, que l'on fait passer dans cette colonne une solution con-. ; 
tenant l'antigine correspondant I I'anticorps fixe sur ledit 
mat€riau # puis que, si d§sir€, on Slue l f antig§ne, fix€ sur le 
materiau, selon les methodes usuelles. 



